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"iSILENCIO MENSAJEROS! QUE SON Y COMO
ACTUAN LOS MICRORNAS"*

Fabian Flores, Miguel Angel Martinez2, Catalina Arenas2?, Alejandra Covarrubias®y José Luis Reyes?

RESUMEN

Los microRNAs son moléculas pequefias de RNA con la
capacidad de reconocer, por complementariedad de ba-
ses, ciertas regiones de un RNA mensajero blanco. Esta
unién resulta en la inhibicion de la expresion de dicho
mensajero, es decir, su silenciamiento. En esta revision se
describiran los avances recientes en la identificacion,
biogénesis, distribucién gendémica asi como los mecanis-
mos de accion de los microRNASs en plantas y animales.
Al mismo tiempo se mencionaran aquellos otros RNAs
pequefios que existen tanto en plantas como en animales
y a los cuales también se les ha propuesto una porcién
regulatoria. Finalmente, se resaltaran algunas de las pre-
guntas aun no contestadas sobre los microRNAs, las cua-
les constituyen retos importantes para las siguientes ge-
neraciones de investigadores.

PALABRAS CLAVE: microRNAs, siRNAs, RISC, Dicer,
Argonauta

ABSTRACT

MicroRNAs are short RNA molecules that base-pair
to complementary regions in target messenger RNAS.
Binding of microRNASs results in the inhibiton of target
MRNA expression, termed RNA silencing. Here, we
will review recent progress in the identification,
biogenesis genomic arrangement and mechanisms of
action of plant and animal microRNAs. In addition,
we will present other small RNAs found in both plants
and animals that have also been proposed as regulators
of gene expression as well. Finally, we highlight what
we consider to be current questions in the field, as
important challenges for future researchers.

KEY WORDS: microRNAs, siRNAs, RISC, Dicer,
Argonaute

INTRODUCCION

En el afio 1993, un grupo de investi-
gadores de la Universidad de Harvard
se encontraba estudiando la regulacion
del desarrollo larvario en el neméatodo
Caenorhabditis elegans. El gen en el
que centraban su atencion era lin-4,
el cual es esencial para el desarrollo
post-embriénico del neméatodo. Lo
Gnico que sabian en ese tiempo era que
en la etapa larvaria 1, lin-4 regula ne-
gativamente los niveles de una pro-
teina Ilamada LIN-14. Mostrando una
gran periciay perseverancia, el grupo
dirigido por Victor Ambros encontré

que lin-4 no es un gen que codifica
para una proteina, sino que da origen
a dos RNAs: uno de 22 nucle6tidos
(nt) y otro de aproximadamente 60
nucledtidos el que potencialmente
podria formar una estructura de tallo-
asa y ser el precursor del RNA mas
corto (1). Tiempo después, se descu-
brié que la manera en la que el RNA
lin-4 de 22 nt regula la produccion de
la proteina LIN-14 es uniéndose al
RNA mensajero de lin-14 por
complementariedad de bases, evitan-
do asi su traduccion. Estas fueron las
primeras observaciones descritas en
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las que un RNA pequefio se unia di-
rectamente a un RNA mensajero
(mRNA) para inhibir su expresion. Sin
embargo, la importancia de estos des-
cubrimientos se mantuvo latente has-
ta el afio 2001, cuando se encontraron
decenas de RNAs de tamafios cerca-
nos a 21 nt en el mismo nematodo (C.
elegans), en plantas (A. thaliana) en
moscas (D. melanogaster) y en
vertebrados (Homo sapiens). A estos
RNAs recién descubiertos se les bauti-
z6 como microRNAs (miRNAS) (2-4).

Actualmente se sabe que los
miRNAS participan en un sinnimero
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Figura 1. Interaccion de microRNAs con sus mensajeros blanco.

a) Apareamiento de let-7 con el mensajero de lin41. El apareamiento imperfecto ocurre en la
region 3' no traducida (3'UTR), en dos sitios diferentes.

b) Apareamiento de miR172 con el RNAm de APETALA2 (AP2). El apareamiento casi perfec-

to ocurre en la region codificante de AP2.

En ambos casos se muestran los mensajeros con una caja morada para indicar la region

codificante del RNAm.

de procesos, regulando la expresion
de una gran cantidad de RNA mensa-
jeros involucrados en diferentes pro-
cesos tales como la diferenciacion, la
proliferacion y la muerte celular, en-
tre otras. A la fecha se han encontrado
numerosos miRNAs, de los cuales
varios se encuentran conservados en
muy diversas especies, lo que sugiere
que la regulacion por miRNAs es un
mecanismo que adoptaron los organis-
mos multicelulares tempranamente en
su evolucién. EI enorme nimero de
miRNASs que se han descubierto fue
motivo para que la comunidad que los
estudia, desarrollara una base de da-
tos especializada en la que se anotan
y organizan, y en algunos casos se in-
cluye informacion sobre los posibles
MRNA que estos regulan (5). A pesar
de que la lista de miRNAs encontra-
dos experimentalmente sigue crecien-
do, ain no se han identificado todos:
en humanos se calcula que aproxima-
damente el 1% de los genes corres-
ponden a miRNAs y éstos a su vez

podrian regular hasta un 30% de los
genes (5). De estos y otro tipo de estu-
dios se sabe que en animales, los MIRNAs
se unen por complementariedad im-
perfectaa las regiones no traducibles del
extremo 3' del mensajero y que inhiben
su traduccién por un mecanismo poco
definido. Por el contrario, en plantas
los miRNASs se unen de manera per-
fecta o casi perfecta a las regiones
codificantes de los mRNA, y es esta
complementariedad la que dispara la
degradacion del mRNA (Fig. 1) (6).

¢Qué es un microRNA?

Al igual que el miembro fundador lin-
4, los miRNAs son RNAs de cadena
sencilla que varian en tamafio desde
17 hasta 25 nt, teniendo como tama-
fio mas comun 21 nt. Una particulari-
dad importante de los miRNAs es que
todos sus precursores forman estruc-
turas tipo tallo y asa, lo que se ha con-
vertido en una propiedad esencial para
los grupos que estan interesados en su
identificacién. En general, los

microRNASs se transcriben de regio-
nes intergénicas, ya sea de manera in-
dividual o en grupos de varios
microRNA contenidos en un sélo
transcrito, aungque también se ha visto
gue hay muchas regiones intrénicas
que los contienen individualmente o
en grupos (6). Algunos microRNAs se
expresan de manera ubicua, mientras
muchos otros lo hacen de forma teji-
do-especifica, o incluso temporal, de-
pendiendo de la etapa de desarrollo en
la que se encuentre la célula o tejido,
como es el caso de lin-4. Algo impor-
tante de resaltar es que no se ha ca-
racterizado las secuencias promotoras
encargadas de su transcripcion, aun-
que si se sabe que pueden ser
transcritos por la RNA polimerasa Il
que normalmente se encarga de trans-
cribir los genes que codifican protei-
nas, o por la RNA polimerasa Il cu-
yos productos son constitutivos.

Biogénesis de los microRNAs

Casi paralelamente al descubrimien-
to de los miRNAs, se describié una
nueva y efectiva forma de inhibir la
traduccion de los RNAs mensajeros a
placer del experimentador. Esta téc-
nica consiste en generar un RNA de
doble hebra (dsRNA, del inglés
"double-stranded RNA") correspon-
diente a un fragmento del mMRNA que
se desea interferir. Al introducir el
dsRNA en las células, se dispara la
degradacion del mMRNA enddgeno que
comparte las secuencias presentes en
el dsRNA. A este fendmeno se le lla-
mo interferencia por RNA o en corto
RNAI (del inglés "RNA interference"),
el cual ha impactado en gran medida
la investigacién basica en el area bio-
I6gica por constituir una herramienta
que por su versatilidad ha resultado
de gran utilidad. Gracias al descubri-
miento del RNAI y a la gran curiosi-
dad que despert6 su mecanismo de
accion, se empezo a identificar los fac-
tores involucrados, ayudando a deli-
near un modelo muy detallado de



REB 26(4): 135-141, 2007 Biogénesisy funciones de los microRNAS

como éste se lleva a cabo: el dSRNA
es procesado para generar moléculas
pequefias de aproximadamente 21 a 22
nucleétidos llamados siRNAs (por
"small interfering RNAs"), con las
mismas caracteristicas bioquimicas de
los miRNAS que les permiten utilizar
la maquinaria celular para silenciar
RNAms enddgenos. Lo mas interesan-
te es que al estudiar el fendmeno de
RNAI se ha descubierto que muchas
de las proteinas involucradas en esta
via también participan en el procesa-
miento y actividad de los miRNAs (6).

En consecuencia, se ha podido de-
finir también el panorama general de
la biogénesis de los miRNASs en ani-
males (Fig. 2), los genes de miRNASs se
transcriben por las RNA polimerasas Il
o llly el transcrito primario es llama-
do pri-miRNA. En general, se piensa
que los pri-miRNASs son transcritos de
varios cientos de nucleétidos, aunque
en realidad no se ha hecho un anélisis
exhaustivo de las secuencias que los
delimitan, ya sea en plantas o anima-
les. Dentro del pri-miRNA se encuen-
tra una estructura de tallo-asa de en-
tre 60-70 nt conocida como el pre-
miRNA, la cual resulta de su procesa-
miento en el nacleo de las células
animales por un complejo proteinico
Ilamado microprocesador, el cual esta
formado por Drosha (una RNAsa tipo
I11) y una proteina con dominios de
union a RNA de doble hebra llamada
Pasha (7). El pre-miRNA es traslada-
do al citoplasma mediante la exportina
5 en un proceso dependiente de GTP.
Una vez en el citoplasma, sufre otro
procesamiento en el que se remueve
el asa terminal y se reduce a una ca-
dena doble de ~21 pares de bases (pb).
La remocion del asa es llevada a cabo
por otra RNAsa del tipo Il Ilamada
Dicer. Es entonces cuando el RNA
pequefio de doble cadena es reclutado
al complejo conocido como RISC (del
inglés "RNA Induced Silencing
Complex") que es el efector del
silenciamiento de los RNAms. En este
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Figura 2. Biogénesis y mecanismo de accion mas frecuente en animales.

Dos distintos transcritos primarios que pueden ser precursores, ya sea conteniendo uno o va-
rios miRNAs, son primeramente convertidos por el microprocesador en pre-miRNAs que son
llevados al citoplasma por exportina 5. El mensajero blanco se muestra unido a ribosomasy a
RISC, con el miRNA dirigiendo la inhibicidn de su traduccion. EI miRNA se muestra como una

cadena en azul a lo largo de su maduracion.

complejo se encuentra una proteina
Ilamada Argonauta (Ago) cuyas fun-
ciones son: 1) degradar una de las dos
hebras del RNA pequefio, producto de
Dicer, para dar como resultado final
al miRNA funcional y 2) posterior-
mente detener la traduccion cuando la
homologia y por lo tanto su hibrida-
cién es parcial; o por el contrario para
degradar al RNAm blanco cuando su
hibridacion con el miRNA es total. En
animales, la secuencia o secuencias

blanco reconocidas por los miRNAs
se localizan generalmente en las re-
giones 3' no traducida de los RNA
mensajeros (Fig. 1a).

Las plantas no poseen un comple-
jo microprocesador como en el caso
de animales, sino que en su lugar la
proteina DCL1 (DICER-LIKE 1, un
homélogo de Dicer) se encarga de pro-
cesar los pri-microRNAs a pre-
microRNASs y después éstos a RNAS
pequefios de doble cadena (Fig. 3).
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Como particularidad, y a diferencia de
lo que ocurre en animales, en plantas
existe una modificacion quimica por
la cual el extremo 3' del mMiIRNA ma-
duro es metilado por la proteina
HENL. Una vez procesados, los RNAs
diplex de aproximadamente 21 pb son
transportados al citoplasma por
HASTY (un homologo de exportina 5)
por un mecanismo dependiente de
Ran-GTP y ya en el citoplasma, son
reclutados por el complejo RISC, en
donde una de las dos hebras del RNA
es degradada para dar lugar al miRNA
maduro. EI complejo RISC que con-
tiene a AGO1 y un miRNA puede en-
tonces encontrar un mensajero blan-
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co (8). Contrario a lo que ocurre en
animales en las plantas la hibridacion
microRNA/MRNA es total y se lleva
a cabo generalmente en la region
codificante del mRNA, lo cual dispa-
ra la degradacion del mensajero reco-
nocido (Fig. 1By Fig. 3).

Ademaés de estas diferencias en la
biogénesis, en plantas se ha encontra-
do una gran diversidad de RNAs pe-
quefios distintos a los miRNAs. Por
ejemplo, el MRNA no-codificante de
los genes TAS de Arabidopsis es utili-
zado como templado para la genera-
cién de ta-siRNAs (del ingles "trans-
acting siRNAs"), otro tipo de RNAs
reguladores pequefios. El transcrito de

DCL1

= |
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|

Pri-microRNA

TAS es inicialmente reconocido y cor-
tado por un miRNA para poder ser
convertido después a dsRNA por las
proteinas RDR6 y SGS. EI RNA de
doble hebra es procesado posterior-
mente por otra proteina tipo Dicer,
DCL4 ata-siRNAs de ~21 nt. De esta
manera los ta-siRNAs pueden ser fi-
nalmente incorporados en RISC y di-
rigir el silenciamiento de otros
transcritos (8). Otro tipo de RNAs
pequefos reguladores descubiertos en
plantas son los nat-siRNAs ("natural
antisense transcript SiRNAs"). Estos
se originan cuando dos transcritos in-
dependientes provenientes de cadenas
opuestas de una misma regién
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Figura 3. Biogénesis y mecanismo de accion mas comun en plantas.
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Degradacion del mRNA

En plantas, generalmente el transcrito primario contiene un solo miRNA. DCL1 se encarga de los primeros pasos de maduracion para que HASTY
exporte el miRNA al citoplasma. Una de las dos cadenas es seleccionada e incorporada en RISC para dirigir la degradacion el mensajero blanco.
En pocos casos también se ha observado la inhibicion de su traduccion. EI miRNA se muestra en color azul.
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gendmica son producidos, lo cual ocu-
rre de forma natural en ciertos genes.
Las regiones comunes de estos men-
sajeros pueden entonces aparearse,
dando lugar a RNAs de doble hebra.
Los dsRNAs resultantes son procesa-
dos por DCL2 generando nat-siRNAs
de ~24 nt que pueden entonces ser
reclutados a RISC y ser capaces de
silenciar transcritos especificos. Al
igual que para los miRNAs o los ta-
siRNAs, un grupo de proteinas espe-
cificas son necesarias para la
biogénesis de los nat-siRNAs, muchas
de las cuales se comparten en las di-
ferentes vias de biogénesis (8). Con
esta gran variedad de RNAs peque-
fios presente en las plantas, surge la
pregunta si algo similar ocurre en ani-
males. Solo recientemente se ha des-
cubierto otro tipo de RNAs pequefios
en células animales que se encuentran
asociados a una proteina de la familia
de Argonauta, llamada Piwi. Los "piwi-
interacting" RNAs (piRNAS) son de un
tamafio cercano a 30 nt y su funcién
no ha sido claramente definida, apar-
te de encontrarse relacionados con el
silenciamiento de genes a nivel trans-
cripcional en células germinales (9).

¢ Como se identificaa un microRNA?
La identificacion de miRNAs es una
tarea muy laboriosa y compleja. La
razon de ello es sencilla, no todos los
RNAs de 21 nucle6tidos son miRNAs.
Cuando alguien se da a la tarea de
identificar miRNAs por técnicas de
clonacion, la degradacion de RNA es
algo inherente al método que se
escoje, sea cual sea la técnica. Asi que,
entre los cientos y en algunos casos
miles, de secuencias de posibles
miRNAS es necesario descartar todas
aquellas de las cuales se sospeche sean
un producto de degradacién de un
RNA de mayor tamafio. Desafortuna-
damente, la Unica forma de descartar-
las es identificandolas una por unay
ésto solo ocurre después de haberlas
clonado y secuenciado. En general, los

miRNAs sélo corresponden a un pe-
quefio porcentaje del total de las se-
cuencias obtenidas, ya que en su ma-
yoria se aislan fragmentos de RNAs
ribosomales, fragmentos de RNAs
mensajeros abundantes, de tRNAs,
etc., en pocas palabras, es posible clonar
cualquier RNA que se degrade.
Entonces, ;cémo se identificaaun
microRNA? Una de las estrategias
mas utilizadas consiste en realizar un
analisis bioinformatico a partir de los
cientos de secuencias de RNASs peque-
fios obtenidas, comparandolas con di-
ferentes bases de datos. Todo ello con
la finalidad primaria de identificar a
qué corresponde cada una de las se-
cuencias aisladas. De esta manera se
eliminan los fragmentos que corres-
ponden a RNASs previamente conoci-
dos. Sin embargo, no todos los RNAs
depurados corresponden a miRNAS;
todavia podrian existir muchas se-
cuencias que no hayan sido identifi-
cadas que podrian ser confundidas con
miRNAs. Por lo tanto, el siguiente
paso es ubicar el o los posibles loci en
el genoma, y explorar si los posibles
transcritos de estas secuencias en él,
pueden formar una estructura de tipo
tallo y asa. La formacion del tallo y
asa en la secuncia del locus correspon-
diente es un requerimento esencial
para considerar a un miRNA como
verdadero, aunque no necesariamen-
te todos los tallos y asas son pre-
miRNAs. Por esta ultima razon se
hace obligatorio un anélisis
bioinformatico adicional dirigido a
identificar secuencias homologas con-
servadas en otras especies. Por ejem-
plo, el MIRNA let-7 es exactamente
igual entre C. elegans, D. melanogaster
y H. sapiens (5). Por altimo y como
confirmacidn, generalmente se hacen
experimentos tipo Northern blot con
lafinalidad de comprobar la expresion
individual de las secuencias candida-
to. De esta manera es como se ha re-
gistrado una gran cantidad de
miRNAs en la base de datos MirBase
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(http://microrna. sanger.ac.uk), los
cuales son el resultado de largas ho-
ras de depuracién bioinformatica (5).

Muchos microRNAs...
blancos?

La identificacion masiva de miRNAs
ha promovido la generacion de
algoritmos computacionales para po-
der predecir los posibles mensajeros
regulados por cada miRNA. Basados
en los resultados obtenidos de los ex-
perimentos bioquimicos del mecanis-
mo de accion de miRNAs y siRNAs 'y
usando como RNAms blanco genes
reporteros, se tiene una idea de cuales
son los requerimentos de estabilidad
MiRNA/RNAmM, lo cual permite que
se puedan predecir dichos pares. Para
el caso de plantas, se han hecho nu-
merosos avances en la identificacion
de los mMRNA regulados por miRNAs,
ya que, generalmente, en estos orga-
nismos existen RNAms que presentan
un alto grado de complementariedad
con el miRNA, lo cual facilita su iden-
tificacién. Sin embargo, en animales,
la historia no es asi de sencilla; como
se menciond arriba, los miRNAs en
animales se unen a su RNAm blanco
de manera parcial, ésto es, algunas po-
siciones no estan apareadas, como es
el caso de let-7 (Fig. 1a). Por lo tanto,
mientras menos nucledtidos sean ne-
cesarios, para el aparamiento, mayor
sera el nimero de posibles secuencias
gue podrian hibridar. Este hecho cons-
tituye un paradigma en el estudio de
los miRNAs en animales, ya que se
ha estimado que para cada miRNA,
podria existir cerca de 200 blancos po-
sibles y para cada blanco hasta 20 di-
ferentes miRNAs que lo reconocen.
Como podra imaginarse el lector, es-
tas interacciones pueden dar lugar a
redes de regulaciéon miRNAs/RNAmMs
muy complejas y representan un gran
reto para la dilucidacién de los dife-
rentes mecanismos de control de genes
particulares y de grupos génicos im-
plicados en procesos particulares.

¢muchos
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microRNAs y control celular
Ademas de los procesos celulares an-
tes mencionados en los que se ha vis-
to la participacion de los miRNAs, se
han encontrado algunas condiciones
patoldgicas relacionadas con la sobre-
acumulacion o la ausencia de los mis-
mos ya que, recientemente, se han
descubierto algunos miRNAs que ac-
tuan como supresores tumorales u
oncogenes al regular blancos
involucrados en el ciclo celular. Por
ejemplo, los miRNAs miR-15ay miR-
16-1 regulan negativamente BCL2, un
gen antiapoptético cuyo producto fre-
cuentemente se encuentra aumentado
en leucemias y linfomas (10). En tu-
mores colo-rectales, se ha reportado
que los niveles de expresion de los
MiRNAs miR-143 y miR-145 estan
significativamente reducidos (11). Los
niveles de miR-1 estan elevados en
pacientes con afeccion de la arteria
coronaria; mientras que los niveles de
mir-133 estan reducidos en pacientes
con hipertrofia cardiaca (12, 13).

Por otro lado, en A. thaliana, ade-
mas de la participacién en el control
del desarrollo, se ha encontrado
miRNAs involucrados en la regula-
cion de la percepcién de nutrientes.El
miRNA miR-395 se expresa en defi-
ciencia de sulfato afectando la expre-
sion de enzimas involucradas en la asi-
milacion del mismo (14) y el miRNA
miR-399 se expresa en respuesta a la
deficiencia de fosfato, teniendo como
blanco al transcrito del gen UBC24
que codifica para una enzima
involucrada en la degradacién de pro-

1. LeeRC, Feinbaum RL, AmbrosV (1993) The C. elegans
heterochronic gene lin-4 encodes small RNAs with
antisense complementarity to lin-14. Cell. 75(5): 843-854.

2. Lagos-Quintana M, Rauhut R, Lendeckel W, Tuschl T
(2001) Identification of novel genes coding for small
expressed RNAs. Science. 294(5543): 853-858.
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teinas (14). Finalmente, incluso se ha
identificado a un nat-siRNA como
importante en la respuesta a estrés
salino en A. thaliana (8).

Asi, los microRNAS no s6lamente
son importantes como reguladores del
desarrollo celular o reguladores que
previenen o promueven ciertas enfer-
medades, sino como moléculas que
mantienen el equilibrio metabdlico ge-
neral.

Retos a futuro
Evidentemente, para los investigado-
res interesados en los mecanismos
basicos de los miRNAs, el reto mas
importante a largo plazo es identifi-
car el nimero real de miRNASs en las
diferentes especies, asi como encon-
trar los RNAms que son regulados por
éstos, todo ello con el fin de integrar
las diferentes redes de control que
pudieran existir en un organismo dado
para un proceso determinado. Consi-
derando el nimero creciente de
miRNASs que se registran en el
MirBase, ésta tarea no sera nada fa-
cil. Esto, sin tomar en cuenta el papel
regulador que puedan tener los otros
RNAs pequefios existentes en la cé-
lula, tales como los ta-siRNAs, nat-
SiRNAs, piRNAs u otros cuya exis-
tencia ain no hemos descubierto.
Una idea que ha entusiasmado tan-
to a investigadores como a las gran-
des compafiias farmacéuticas es el uso
del fendbmeno de RNA.. A la fecha se
ha intentado utilizar esta metodologia
utilizando RNAs pequefios de doble
cadena (siRNAs) para inducir el
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silenciamiento de RNAms blanco es-
pecificos por la via de RNAI, sin em-
bargo, este tipo de herramientas se ha
visto enriquecida con la posibilidad de
silenciar el transcrito que se desee,
utilizando miRNAs artificiales, dise-
fados especificamente para el blanco
deseado (15, 16). Sin embargo, ahora
el reto mas grande en el desarrollo de
este tipo de tecnologia es hacer lle-
gar el miRNA de una forma efectiva a
la célula o tejido blanco. Aln con es-
tas limitaciones, el potencial de esta
tecnologia deja abierta la esperanza de
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